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摘要 : 蛋白质组学自建立起即向生命科学的其他研究领域渗透 , 形成了多样的交叉学科。免疫蛋白质组学即由
蛋白质组学与蛋白质免疫印迹技术相结合而产生的一个新研究方向 , 在免疫原性蛋白质研究及疫苗靶位筛选中
展 示 出 广 泛 的 应 用 前 景 。 该 文 就 免 疫 蛋 白 质 组 学 的 形 成 、 主 要 研 究 技 术 体 系 及 其 进 展 、 在 免 疫 原 性 蛋 白 质 鉴
定、新型高效候选疫苗靶位发现等方面进行概述。
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白质组学的 关 键 研 究 技 术 包 括 双 向 凝 胶 电 泳 ( 2-
DE) 、 多 维 液 相 层 析 ( MD- LC) 、 生 物 质 谱 技 术






2.1 基于 2- DE 的免疫蛋白质组学的技术体系
双向凝胶电泳( 2- DE) 技术是第一种能将近千个蛋
白质同时分 离 并 清 晰 展 示 的 实 验 技 术 [4], 也 是 免
疫 蛋 白 质 组 学 分 析 的 关 键 技 术 之 一 。 基 于 2- DE
的免疫蛋白质组学研究技术体系流程为 : 首先制
备蛋白质样品 , 同时获得该样品的抗血清 ; 通过
2- DE 对 蛋 白 质 样 品 进 行 分 离 , 经 电 转 印 将 分 离
的蛋白质转到硝酸纤维素膜( NC) 或聚偏乙烯氟化
物膜( PVDF) 等固相载体上; 然后利用上述抗血清
通 过 Western 印 迹 对 分 离 的 蛋 白 质 进 行 免 疫 学 检
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指纹图或肽序列标签 , 通过蛋白质数据库搜索对
蛋白质进行鉴定。目前 , 基于 2- DE 的技术体系
( 2- DE- Western blotting- MS) 已成为免疫蛋白质组
学分析的经典途径 , 大多数研究均利用该技术体
系来完成。
随着蛋白质组学研究工作的深入, 2- DE 技术
也在不断的改进和完善。Pharmacia 公司已推出 2-
DE- MS 自动化系统 , 还发展了 6～12 块胶在第二
向电泳中同时电泳的高通量的 Ettan 系统。Covert
等 [5] 将 2- DE 改为二维液相电泳 ( 2- D LPE) 来进
行大规模蛋白质的分析。Zoom 胶、极窄胶等新技
术 也 用 于 2- DE 分 析 来 提 高 其 分 辨 率 与 灵 敏 性 。
随 着 这 些 革 新 技 术 的 产 生 以 及 2- DE 的 分 辨 率 、
灵敏度和重复性的提高 , 基于 2- DE 的技术体系
的免疫蛋白质组学将得到更好的应用。
2.2 基于多维液相层析的免疫蛋白质组学技术体系
Opiteck 等[6] 于1997 年首次运用多维液相层析
( MD- LC) 结合质谱技术分析蛋白质混合物 , 从而
开 创 了 非 凝 胶 电 泳 的 免 疫 蛋 白 质 组 学 研 究 技 术 。
多维液相层析技术作为与 2- DE 互补的技术, 在大
规 模 蛋 白 质 组 研 究 中 已 发 挥 了 重 要 作 用 。 基 于
MD- LC 的免疫蛋白质组学的技术体系流程为 : 首
先将制备的液相蛋白质样品注入多维层析分析仪
进行分离 , 再将分离得到的液相蛋白质组分进行
SDS- PAGE, 然后进行 Western 印迹分析或分离组
分不经电泳直接进行斑点印迹 ( dot blotting) 分析。




迹 和 Western 印 迹 分 析 , 对 目 标 抗 原 进 行 大 致 的
定 位 , 再 将 有 免 疫 应 答 的 一 维 组 分 进 行 二 维 分
离 , 得到的二维蛋白质组分再按上述过程进行分
析鉴定。
离子交换层析、反相- HPLC、分子排阻 层 析
和亲和层析等层析模式都可用来组合多维液相层
析 。 目 前 , 以 一 维 离 子 交 换 层 析 与 二 维 反 相 -
HPLC 相结合的模式最为常用 [7]。多维层析技术能
弥补 2- DE 的一些技术缺陷 , 如能对低丰度、疏
水性及难溶性蛋白质进行分离分析 , 而且在分离





出现的液相层析–毛细管电泳 ( LC- CE) 和二维毛
细管电泳( 2D- CE) 等新型分离技术 , 都有取代 2-
DE 在免疫蛋白质组学研究中的主导地位之势[4]。
2.3 基 于 蛋 白 质 芯 片 的 免 疫 蛋 白 质 组 学 技 术 体 系
蛋白质芯片是高通量、微型化和自动化的蛋
白 质 分 析 技 术 , 也 是 在 用 于 免 疫 蛋 白 质 组 学 研
究 相 关 技 术 中 最 具 发 展 潜 力 的 一 种 技 术 [9]。Hess
等[10]于 2005 年提出了蛋白质芯片与质谱分析相结
合 的 免 疫 蛋 白 质 组 学 方 法 。 该 方 法 分 为 3 个 步
骤: ( 1) 抗体固定: 将抗血清与抗原捕获转移试剂
( ACTR) 培育 , 通过抗体的 Fc 区 与 ACTR 特 异 性
作用而将抗体固定; ( 2) 抗原捕获: 将含抗原的样
品与固定的抗体混合培育 , 固定的抗体通过与抗
原相互作用 , 从而将抗原捕获; ( 3) 将抗原–抗体
复合体转移到蛋白质芯片上进行 SELDI- TOF 质谱
分析 , 对捕获的抗原进行鉴定。
Hess 等 发 现 , 在 激 光 能 量 低 于 8000 amu 情
况下 , 不能激发 ACTR 及抗体–ACTR, 观察不到








确性相结合的分析方法 , 同传统的免疫沉淀和 2-








2- DE- Western 印迹- MS 是免疫蛋白质组学分
析的经典技术体系 , 其应用也最为广泛。嘎氏疏
螺旋 体 ( Borrelia garini) 为 最 早 通 过 此 技 术 体 系 研
究的细菌。Jungblut 等 [11] 利用感染嘎氏疏螺旋体
的早期和晚期病人的血清对其免疫原性蛋白质进
行 了 研 究 , 发 现 了 2 种 免 疫 原 性 蛋 白 质 , 甘 油
醛 - 3 - 磷 酸 脱 氢 酶 和 寡 肽 ABC 转 运 蛋 白 ( 通 透
酶 ) ; 另 外 还 发 现 了 一 些 疾 病 不 同 阶 段 的 特 异 性
102· ·
●新进展
《生命的化学》2007 年 27 卷 2 期
CHEMISTRY OF LIFE 2007, 27(2)
抗 原 。Shin 等 [12] 分 别 以 牛 IgM、IgE、IgA 和 IgG
与 从 犬 新 孢 子 虫 ( Neospora caninum) 中 提 取 的 经
2- DE 分 离 的 蛋 白 质 进 行 免 疫 分 析 , 分 别 筛 选 到
了 132、84、4 和 40 种抗原性蛋白质 , 其中的 16
种蛋白质经 MALDI- TOF/MS 分析而得到鉴定 , 这
些 蛋 白 质 都 与 寄 生 虫 的 入 侵 、增 殖 及 发 病 有 关 。
而其中的 HSP70、肌动蛋白、NTP 酶、HSP60、丙
酮酸激酶、烯醇化酶、核糖 体 蛋 白 S2、NCDG- 1
和 GRA2 等 9 种蛋白质有望研究开发成为疾病诊
断的分子标记和候选疫苗。目前 , 利用该技术体
系还鉴定了白色链球菌( Candida albicans) 、砂眼衣
原体( Chlamydia trachomatis) 和幽门螺杆菌 ( Heli-
cobacter pylori) 中的多种免疫原。
Klade 等 [13] 在 研 究 肾 癌 细 胞 ( RCC) 中 提 出 血
清 蛋 白 质 组 分 析 法 ( serological proteome analysis ,
SERPA) , 也称为 SPEAR( serological and proteomic
evaluation of antibody responses) 。SERPA 是 将 2-
DE- Western 印迹技术与病人血清鉴定的抗原相结
合发展而来。利用该方法鉴定了碳酸酐酶 I 和平
滑肌蛋白 22- α两种肾细胞癌 ( RCC) 特异性抗原 ,
它 们 通 过 特 异 性 诱 导 IgG 进 行 免 疫 应 答 。Unwin
等 [14] 应用该 方 法 从 RCC 细 胞 中 筛 选 到 了 膜 联 蛋
白 ( annexin ) I/IV、 胸 苷 磷 酸 化 酶 、 碳 酸 酐 酶 I、





筛 选 到 一 些 潜 在 的 具 有 生 物 标 记 意 义 的 蛋 白 质 。
SERPA 法 也 可 以 用 来 筛 选 细 菌 中 的 疫 苗 候 选 抗
原。Vytvytska 等[15] 通过用亚蛋白质组学手段富集
表面蛋白质 , 利用该方法从金黄色葡萄球菌中筛
选到了 15 种免疫原性蛋白质 , 包括 SdrD 和一种
新的由 309 氨基酸残基组成的脂蛋白。SERPA 法
是一种强有力的鉴定新抗原的免疫蛋白质组学分
析方法 , 为构建和筛选新高效疫苗奠定了基础。
Lin 等 [16] 采用比较免 疫 蛋 白 质 组 学 ( compara-
tive immunoproteomics) 方 法 , 研 究 了 胃 癌 和 十 二
指肠溃疡病人的血清与幽门螺旋杆菌蛋白质组的
免 疫 应 答 , 从 该 菌 中 发 现 了 一 种 新 的 致 癌 因
子——胃癌相关蛋白 GroES。GroES 可引起炎症并
促使分子结构改变来引发细胞增殖 , 从而导致胃
癌的发生。因而 , GroES 可 作 为 鉴 定 胃 癌 的 生 物
标记及发展为疫苗靶位。Shin 等[17] 也采用比较免
疫蛋白质组学方法 , 对包被和非包被的乳球菌的







菌 外 膜 进 行 了 系 列 研 究 , 其 中 发 展 了 一 种 快 速 、
高效发现中和原和交叉中和原的技术路线 , 获得
2 项国家发明专利 , 并在嗜水气单胞菌外膜蛋 白
中和原和痢疾杆菌免疫原等的研究中成功应用[18,19]
( 其 技 术 路 线 见 图 1) 。 该 技 术 可 分 为 3 个 步 骤 :
图 1 以免疫蛋白质组学方法鉴定具保护性免疫原性蛋白
质的示意图 [19]
( 1) 利用基于 2- DE 的免疫蛋白质组学技术筛选和
鉴定外膜中显性免疫原; ( 2) 通过免疫攻毒鉴定这




膜蛋白 , 其中 3 种外膜蛋白 P2、P4 和 P6 经免疫
攻毒实验证实具有保护性 , 其相对免疫保护率分
别 为 62.5%、57.1%和 71.4% 。 这 是 迄 今 为 止 首
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质的研究 , 如我们利用免疫小鼠制备得到的血清
从 福 氏 志 贺 菌 2a 中 筛 选 到 13 种 免 疫 原 性 蛋 白
质 , 其中 7 种为外膜蛋白 , 其余 6 种为可溶性蛋
白质 [3]。
一些细菌外膜蛋白 ( OMP) 具有良好的免疫原
性 , 因而被认为是理想的疫苗候选成分。对一个
细菌的 OMP 集合来说 , 不是所有的 OMP 都具有
免疫原性 , 而且具有免疫原性的 OMP 也不是都可
以 刺 激 宿 主 产 生 中 和 反 应 。 实 际 上 , 只 有 部 分
OMP 具有中和保护作用 , 且只有其中的高效中和
原才可以用来作为理想的疫苗候选成分。以 OMP
为依据选择优势免疫保护原和通过构建多价融合
性 OMP 菌株来研制 OMP 亚单位疫苗具有广阔的





作为 2- DE 技术的补充 , 基 于 多 维 层 析 技 术
的免疫蛋白质组学技术在免疫原研究中也取得较
大进展。Yan 等 [20] 利用该方法对前列腺癌细胞中
的免疫原进行了研究 , 发现了 3 种与病人血清有




译 后 修 饰 的 蛋 白 质 作 为 抗 原 来 检 测 免 疫 应 答 。


















的研究基础上 , 提出了抗原组 ( antigeome) 和抗原
组学( antigeomics) 这一全新概念[19]。抗原组 , 即特
定条件下靶细胞中的全部抗原。理论上 , 所有的
蛋 白 质 都 具 有 免 疫 原 性 , 但 由 于 抗 原 表 位 的 强
弱 , 即所谓的显性和非显性免疫原的缘故 , 使一
些 蛋 白 质 的 免 疫 原 特 性 在 特 定 时 间 无 法 表 现 出
来。实际上 , 当带有成千个蛋白质的微生物入侵
宿主时 , 宿主的免疫系统只对少数蛋白质产生应
答 。 这 些 使 宿 主 应 答 的 蛋 白 质 为 显 性 免 疫 原
( dominant immunogens) , 其 他 蛋 白 质 则 为 非 显 性
免疫原( less dominant immunogens) 。显性免疫原和
非显性免疫原是相对的 , 从非显性免疫原中仍可
以筛选到显性免疫原。用这种方法可以评估和比
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